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(§) Verfahren zur Herstellung von leberzellabgleiteten Verpackungszelllinien und ihre Verwendung 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
neuer leberzellabgeleiteter Verpackungszelllinien und de- 
ren Verwendung zur Herstellung von rekombinanten Ade- 
noviren und adenoassoziierter Viren. 
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Beschreibung 



(Charcteristics of Human Cell Line Transformed by DNA 
from Human Adenovirus Type 5, F. L Graham and J Snn- 
i t \n ^i non\ 16 59-72) Exakte Angaben uber 
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur HersteUung g. J g iVtaK ^ ^ Gene existieren nicht . 
neuer leberzellabgeleiteter Verpackungsze ll.n.en und deren tomOT^J wa 4chei Q lich 12% vom 5' Ende des hne- 
Verwendung zur HersteUung von rekombmanten Adenovi- 5 293 ZeUeir uag^ ^ ^ 1Q% des 3, ^ 

ren und adenoassoziierter Viren. 293-Zellen haben fur die Haltung in Zellkultur 

Die Gentherapie von Erkrankungen der Leber .st erne ("e^^^^^^underiauhadnehochti- 
wichtige Zielstellung der molekularen Medmn da sich in f™ S * g **™^ Sie besitzen jedoch 

IsemOrgan eine Vielzahl von genetischen Erkrankungen ^ W^gS™ Lm Genom adenovirale Sequen- 
manifestieren. , . 7 __ tragen ^ viralen Sequenzen im El -Vector iden- 

Unter den viralen Vektorsystemen, die zur ^bergenthe- zen *^ n '^~ Pouters den Bereich der das ade- 
rapie eingesetzt werden sollen, nehmen rekombinanle Ade- £*Jwb»g»^ tfcer diese homologen 

noviren (AV) und rekombinante adeno-assozner* Vtan £S£itam. e szu eLr Rekombinanlion mil der ^mogh- 
(AAV) einen besonderen Platz em. Von alien zu r Ze. ^ ber- Sequenzen koramen . Die ho- 

experimentellen Untersuchungen eingesetzten OenU^sfer- ^^^era^ sin d nicht essendell fur die Verpackungs- 
sysTemen entfalten rekombinante Adenoviren die nut Ab- ^ werden . Die ftoduktion thera- 

sfand uberzeugendsten in vivo Transferra.en.Die Zahl der ™^ 1 -. Adenoviren nach (JMP Kriterien erfordert 
transient transduzierten Zellen (besonders be, Lebergen- P^er^ Wildtypviren und macht die Eta- 

transfer) ist ausreichend urn metabolische „ ZeUlinien notwendig, in denen das Risiko 

standig zu beheben. Die induzierten thaap^n E&kte 20 bUerun ^ ^ SQ niedrfg ^ m6 ghch gehal- 
in der Leber sind jedoch zeithch begrenzt (Wochen) Immu von wuyp 

nologische Abwehrreakdonen des Empfangers werden fur „ och ^ weitere) nicht von 293 

die ztitliche Begrenzung der Expression verantwordich jp- Es ex— g ^ zur 

macht. Zur Zeit werden groBe Anstrengungen unt^mmen Zdten^bge £ 

die Antigenic adenoviraler Veten a^n to— * ^"r und seine Kollegen haben eine Lungencarcinomk- 
reduzieren. Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind von vome lime u . venvendet (Novel complementa- 

herein weniger immunogen, dariiber hinaus ; ,ntegner«i sie ^^gLj from human lung carcinoma A549 
ihr Genom in einem gewissen Prozentsatz stabil in das ue- uon El-deleted adenoviruses vectors, 

Zn der ZielzeUe. Das therapeudsche Get , kanr , dadurch ^X^SaU, Gene Therapy (1996), 3 75-^). 
nicht mehr verloren gehen. Das Hauptproblem be ihrem 30 U, unt der Mn Linie verwen d e te El- 

Einsatz sind die geringen Titer, in denen sie ™r terge- ms Verpackungssignal mehr. AUerdings 

stellt werden kdnnen. Hier liegt der Schwerpunkt der For- Konstnm Basen paare homolog zur Vektor- 

schungsaktivitat auf der Etablierung von Verfahren, die zu smdam 3ja« ^ homologe Rekombination theore- 

hoheren Virusausbeuten fuhren. . °r* Hpnkhar ist Hinzu kommt eine Stopmutation im Lese- 

Die Applikation rekombinanter Adenoviren zu medizi- 35 ^den^to 1st H nz^ ^^bn.drttemBW 

nisch therapeudschen Zwecken stellt hohe R-nhe,tsanfor- g^ e ^5kd WJB - ^ werden kann 

derungen a^ die Virussuspensionen. un^tda^ptous'che Wirkung wahrscheinUch auf das 

dere mogUche Kontammationen mit ^ ^P^™^"' 19 kd Protein beschrankt. 

Rekombinante Adenoviren tragen eine De euon « der soge- ^ ^ ^ inmataBsia ung von 

nannten El Region die eine ReplikaUon m normalen Kor- 40 Du : zweite ^ Retinoblasten mit adenoviralen El 

pe^eUen (bzw. Er-ZellUnien) verhindert Ihre Vemehrung g^aracterizadon of 911: A new helper 

S nur auf Zellen moglich, die in ihrem Genom die fur die Genen — en ^ ^ rf ^ . 

RepUkation essentieUen El Gene tragen und dadurch zu so- ^J^™™^ vectors> j. p Fallaux and A. J. von der 

genannten VerpackungszeUen werden. Bestehen zwischen * le ™ GeTe Therapy 1996), 7, 215-222). Beidera zur 
^denEl-Sequenzen der VerpackungszeUe und viralen Se- 45 EMJ^^ SUSdaW El Konstrukt (Ad-Xhol) 

qjenzen im Vektor Homologien, so kann es zu Rekombma- ^°^™ 8 m dn plasmid> da s am 5' Endes das kom- 

don von Wildtypviren kommen. Es ist daher angestrebt m handeU es «ch , urn ^ ^ Basen _ 

Len adenoviren Verpackungslinien Homologien soweit gte ^ungs^^ ^ ^ Watesch ^Uch- 

als moglich zu vermeiden. ^ . . Wildtyprekombinandon ist damit der in 293-Zel- 

WildtvDfreie Praparadonen adeno-assoznerter Vuen wer- so sen emei : « jv 

den zur Zeit durch Cotransfektion zweier Plasmide auf eine ^JgS^ ist ebenfa ii s durch Immortalisierung 
El posidve Verpackungslinie (293 Zellen) hergestellt. Die Die ^ ™° Red noblasten entstanden (PER. 

dabeT verwendete Calciumphosphat-Coprazip.taUon «t ak von hurna^ embryon forRCA _ free tion of E1 

Gentransfermethode reladv ineffizient. Enteprachend sind C& ^J^tant adenovirus vectors , F .J. FaUaux, R.C. 

die AAV-Titer, die auf diese Weise hergestellt werden nied- 55 deleted Gene ^d Molecular 

rig. Der Einsatz von viralen Gentransfersystemer, vermag Hoeben Kongre^ Heraklion , Greece, 

den Transferanteil deutlich zu erhohen und danut die Pro- B ^%r™^. te E l-Konstrukt wurden am 5' und am 

duktivitat der Zelllinie zu erhohen. Ein geeignetes yi»to WgJ Jj^* ^ bei ^ keine tjberlappung 

Transfersystem sind rekombinante Baculoviren. Baculovi- 3 Ende m ^ ^ ^ 
ren infizieren praferentieE leberzellabgele.te te ZeUhmen 60 Vinisprodukti on und ge^ahrleisten em ho- 

rus vectors, Hofmann et al.; 1995, 92 (22), pp.10099 103). ties ^ ^ Erfindung bestand desha i b dann, Ver- 

Etablierte adenovirale Verpackungslinien: packungszelllinien bereitzusteUen, die die zur VirusrepUka- 

El" Adenoviren sind 293 Zellen. 293 Zellen sind aus prima- ^^8™^ „ niedrig wie mog lich gehalten 
ren embryonalen NierenzeUen ^^S™^ n we Dariiber hinaus soUen sie sich neben Adenovi- 

stabile Expression adenoviraler El Gene hervorgegangen 
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ren von einem zweiten viralen System, vorzugsweise Bacu- 
loviren, gut infizieren lassen, wobei dieses zweite System 
eine Helferfunktion errullt, indern es ermoglicht, daB tran- 
sient zusatzliche Gene in die Verpackungszellen einge- 
sehleust werden, die zur Herstellung vollstandig rekombina- 5 
ter Adeno- bzw. adeno-assoziierter Viren (AAV) prasent 
sein miissen. 

Es ist gelungen, Verpackungslinien, die diesen Anforde- 
rungen geniigen, aus humanen Hepatomalinien abzuleiten. 
Als auBergewdhnlich geeignet hat sich dabei eine aus einem to 
Hepatokarzinom abgeleitete Zelllinie erwiesen (HuH7-Zel- 
len). Diese Zellen sind grundsatzlich iiber eine japanische 
Zellbank zu beziehen (RGB 1366) Riken Cell Bank, 3-1-1 
Koyadai, Tsukuba Science City, 305-0074 Japan), allerdings 
sind diese Linien in zellbiologisch arbeitenden Laboratorien 15 
auch in Deutschland von vorne herein sehr verbreitet. Durch 
stabile Transfektion von adenoviralen Genen der El Region 
werden diese Zellen zu produktiven Verpackungslinien fur 
El deletierte Adenoviren. Die auf dieser Basis etablierten 
Zelllinien tragen den Namen HuH7-El und HuH7-El-S. 20 

Die Herstellung der HuH7-El Zellen erfolgt durch stabile 
Transfektion adeno viraler El Sequenzen (humaner Adeno- 
virus Serotyp 5, Positionen 79-5788) auf HuH7-Zellen. 

Die HuH7-El-S Zellen sind durch stabile TVansfektion 
der adenoviralen El Sequenzen (humaner Adenovirus Sero- 25 
typ 5, Positionen 458-3533) auf HuH7 entstanden. Die 
Funktion des durch Trunkierung entfernten El Promoters 
wird durch einen beta-Actinpromoter ersetzt. Zur Generie- 
rung der neuen Linien werden 500 ng eines Histidinoldelek- 
tionmarkerplasmids mit je 5 ug der beschriebenen El Plas- 30 
mide kotransfiziert. (Kalziumphosphatkoprazipitation auf 
50-70% konfluente 6 cm Schalen mit HuH7 Zellen). Drei 
Tage nach Transfektion werden die Teiien trypsiniert, in T25 
Schalen umgesetzt und die Selektion gegen Histidinol 
(4 mM Endkonzentration) begonnen. 4 Wochen nach Trans- 35 
fektion werden Einzelklone isoliert, verbreitert und auf ihre 
Fahigkeit zur El -Expression und Unterstiitzung der Ad-Re- 
plikation getestet. 



HuH7-El Zellen und HuH7-El-S sind wahrscheinlich die 
einzigen zur Zeit existierenden leberzellabgeleiteten Ver- 
packungslinien zur Herstellung rekombinanter Adeno- und 
adeno-assoziierter Viren. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von leberzellabgeleiteten 
Verpackungzelllinien durch stabile TVansfektion ade- 
noviraler El Sequenzen auf humanen Hepatoma- Zel- 
len. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB HuH7-Zellen eingesetzt werden. 

3. Verfahren zur Herstellung einer leberzellabgeleite- 
ten Verpackungzelllinie HuH7-El nach Anspruch 2, 
gekennzeichnet durch stabile Transfektion adenovira- 
lerEl Sequenzen, humaner Adenovirus Serotyp 5, Po- 
sitionen 79-5788, auf HuH7-Zellen. 

4. Verfahren zur Herstellung einer leberzellabgeleite- 
ten Verpackungzelllinie HuH7-El-S, gekennzeichnet 
durch stabile Transfektion adenoviraler El Sequenzen, 
humaner Adenovirus Serotyp 5, Positionen 458-3533, 
auf HuH7-Zellen, wobei der durch Trunkierung ent- 
fernte El Promoter durch einen beta-Actinpromoter er- 
setzt wird. 

5. Verpackungzelllinie HuH7-El. 

6. Verpackungzelllinie HuH7-El-S. 

7. Verwendung einer Verpackungslinie gemaB einem 
der Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung von rekombi- 
nanten Adenoviren. 

8. Verwendung einer Verpackungslinie gemaB einem 
der Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung von adeno-asso- 
ziierten Viren. 



Vorteile der etablierten Zellen 
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a) HuH7-El: Diese Zellen zeigen eine sehr gute Tnfizier- 
barkeit durch Adenoviren und Baculoviren (Helfervirus) 
und unterstiitzen dariiber hinaus die Replikation El deletier- 
ter Adenoviren (durch die Anwesenheit von El Genen). Mit 45 
diesen drei Eigenschaften ist die notwendige Voraussetzung 
gegeben, um als Verpackungslinie fur die Herstellung voll- 
standig rekombinanter Adenoviren und adeno-assoziierter 
Viren dienen zu konnen. Die Transgenexpression (El) bleibt 
auch in Abwesenheit von Selektionsbedingungen stabil 50 
(mind. 15 Passagen), was die Haltung und die Nutzung zur 
GroBproduktion viraler Vektoren erleichtert. HuH7-El sind 
frei von Sequenzen folgender potentiell humanpathogener 
Viren: Hep B, Hep C, Cytomegalic und EB V. Dadurch kon- 
nen diese Zellen auch zur Herstellung von Viren genutzt 55 
werden, die GMP Anforderungen entsprechen. 

b) HuH7-El-S: Fiir diese Zellen gelten alle Vorteile von 
HuH7-El Zellen. Dariiber hinaus ist beim Einsatz dieser 
Zellen die Wahrscheinlichkeit einer Wildtyprekombination 
durch die Trunkierung der (stabil exprimierten) El Region 60 
deutlich vermindert. Mit der Trunkierung ist jedoch eine ge- 
ringfugig verringerte Virusprodukti vital verbunden. Auch 
diese Linie kann prinzipiell zur GMP Produktion eingesetzt 
werden. 

Von der Bedeutung moglicher Wildtypkontaminationen 65 
fiir wissenschaftliche und medizinische Fragestellung hangt 
die Entscheidung fiir die Nutzung der einen oder anderen Li- 
nie ab. 
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